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RESUMEN
Los sistemas de aguas ácidas presentan una gran complejidad geoquímica, ya que involucran una gran variedad de procesos de interac-
ción entre aguas superficiales o subterráneas, gases (sobre todo el oxígeno atmosférico), minerales responsables de la generación de aci-
dez y aquellos que intervienen en la atenuación natural de los contenidos de elementos disueltos y distintos tipos de actividad biológica.
Por ello la calidad y fiabilidad de un estudio geoquímico en este tipo de sistemas dependen en gran medida de que las técnicas de mues-
treo, preservación y análisis de aguas, minerales, gases y muestras biológicas sean las más adecuadas para el tipo de interpretaciones
que se desea realizar. En este trabajo se detallan las principales características de los métodos y técnicas más habituales empleados en
los estudios geoquímicos desarrollados en sistemas de aguas ácidas en entornos ricos en sulfuros, teniendo en cuenta no sólo los dis-
tintos tipos de muestras habituales sino también las peculiaridades de los distintos tipos de sistemas (cortas mineras, balsas de lodos,
arroyos ácidos, etc). Además, se indican las posibles aplicaciones y dificultades de cada metodología y técnica descrita y se proporcionan
referencias a otros estudios científico-técnicos que permiten profundizar en los fundamentos de su uso.
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Methods and instrumental techniques for the study of acidic water systems
ABSTRACT
From a geochemical point of view acidic waters are very complex systems in which many interaction processes take place between sur-
face and ground waters, gases (particularly atmospheric oxygen), acid-generating minerals, solid phases responsible for the natural atte-
nuation of elements in solution and also many types of biological activity. Owing to this high complexity, the quality and reliability of any
geochemical study focusing on this type of system will depend largely upon the use of appropriate methods of sampling, preservation
and analysis of waters, minerals, gases and biological samples. We describe here the main methods and techniques used in geochemical
studies of acid waters associated with sulphide mineral environments, taking into account not only the various sample types but also the
features of the main types of system (open pits, tailings ponds, acid streams etc.). We also explain the main applications and limitations
of each method or technique and provide references to earlier technical and scientific studies in which further information can be obtai-
ned.
Key words: geochemistry, methodology, mining, sampling, sulphide minerals
Introducción
La primera etapa a desarrollar para caracterizar geo-
químicamente un sistema de aguas ácidas o de resi-
duos mineros ricos en sulfuros consiste, al igual que
en otros estudios, en la identificación del problema a
resolver y en el diseño de un plan de muestreo y aná-
lisis que permita contribuir a su resolución. En esta
etapa se debe considerar qué tipo de información se
necesita obtener sobre el sistema de interés y cuándo
y dónde se debe obtener dicha información. Además
conviene considerar otros factores prácticos, como el
tipo de muestras a estudiar (aguas, sólidos, gases,
muestras microbiológicas, etc.) o la disponibilidad de
personal y equipamiento apropiado para el muestreo,
la conservación, el transporte, el procesado y el aná-
lisis de dichas muestras. 
En este trabajo no se tratarán con detalle estos
aspectos, que requerirían una extensión mucho
mayor y, además, ya han sido objeto de numerosos
artículos científicos, libros y monografías. Sin embar-
go, todos los detalles relacionados con el diseño y
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ejecución de planes de muestreo y análisis y con el
control de calidad son de extrema importancia, por lo
que ningún estudio geoquímico debería ser acometi-
do sin considerarlos. Pueden encontrarse introduc-
ciones de variado nivel de detalle a estos aspectos en
los textos de Appelo y Postma (2005), Zhang (2007),
EPA (2007), USGS (2008) o Price (2009) y en la mayor
parte de los artículos científicos experimentales o de
campo.
En favor de la brevedad, tampoco se tratarán en
este trabajo el conjunto de medidas de monitoriza-
ción no geoquímica (geotécnica, hidrogeológica, cli-
mática, etc.) que necesariamente deben acompañar y
complementar a todo estudio geoquímico en ambien-
tes ricos en sulfuros, aunque deben ser tenidos en
cuenta durante la planificación y desarrollo de cual-
quier trabajo. Una revisión sencilla sobre dichas
medidas complementarias de monitorización puede
encontrarse en el capítulo 3 del texto de Lottermoser
(2003) y sus referencias. Por lo tanto, este trabajo se
ha centrado únicamente en mostrar las principales
metodologías y técnicas geoquímicas y mineralógi-
cas empleadas habitualmente en estudios geoquími-
cos sobre ambientes ricos en sulfuros, describiendo
brevemente la utilidad de cada una de ellas e indi-
cando las principales dificultades y precauciones
involucradas en su aplicación. Además, en cada apar-
tado se proporcionan referencias a artículos científi-
cos, libros, monografías o documentos técnicos que
permiten ampliar y profundizar en los fundamentos
de uso de las distintas metodologías y técnicas. 
La información sobre metodologías y técnicas en
estudios geoquímicos se ha agrupado en tres gran-
des bloques que tratan el muestreo y estudio de (1)
sólidos asociados a ambientes mineros ricos en sul-
furos, (2) aguas y gases y (3) muestras microbiológi-
cas.
Metodologías para el estudio de sólidos en ambien-
tes mineros ricos en sulfuros
Recogida y conservación de muestras de sólidos y
precipitados 
La recogida de sólidos en ambientes ricos en sulfuros
se realiza empleando generalmente técnicas muy
similares a las utilizadas para la toma de otros tipos
de muestras de rocas, suelos o sedimentos. Entre los
numerosos textos sobre el muestreo, conservación,
estudio e instrumentación para la toma de muestras
sólidas se puede ampliar información en EPA (2009) y
en el texto de Price (2009). 
El principal problema en el transporte y almacena-
miento de muestras de precipitados de drenajes áci-
dos, lodos mineros u otros sólidos de ambientes ricos
en sulfuros, al igual que en la mayoría de muestras
geológicas, es la posibilidad de que se produzcan
transformaciones de las fases minerales recogidas,
de forma que dejen de ser representativas de los
materiales presentes en el sistema estudiado. Las
precauciones más habituales para evitar las reaccio-
nes de oxidación de los sulfuros o la alteración del
resto de fases incluyen el congelado de las muestras
en el plazo más breve posible (Al et al., 1997; Blowes
et al., 1991; Bigham et al., 1996; Regenspurg et al.,
2004; Gagliano et al., 2004, Acero et al., 2007a), su
almacenamiento sin humedad y la minimización del
tiempo transcurrido entre la toma de muestra y las
determinaciones analíticas (EPA, 2007, Price, 2009).
En ocasiones se puede incluso almacenar las mues-
tras en atmósfera de nitrógeno o bajo agua (Salmon
y Malmström, 2006) para preservar las condiciones
anaerobias y limitar las reacciones microbianas o de
oxidación.
Las muestras sólidas recogidas en estos ambien-
tes deben ser frecuentemente secadas, disgregadas o
molidas antes de realizar las determinaciones mine-
ralógicas, físicas o geoquímicas. El secado se realiza
normalmente al aire (ej. Blowes y Jambor, 1990; Dold
y Fontboté, 2002; Acero et al., 2006, 2007a; Asta et al.,
2010a), en horno a menos de 40°C (para evitar trans-
formaciones minerales, ej.: Dold y Fontboté, 2001;
Dold y Spagenberg, 2005) o bien por liofilización (el
denominado freeze drying en la literatura en inglés:
Bigham et al., 1996; Gagliano et al., 2004; Regenspurg
et al., 2004). En todos los casos hay que tener en
cuenta, para la interpretación posterior de los resulta-
dos, que el proceso de secado puede inducir la preci-
pitación de sales solubles a partir del agua de poros,
excepto que las muestras húmedas sean sometidas a
un lavado con agua, etanol (ej. Acero et al., 2006) o
metanol (ej. Al et al., 1997), entre otros procedimien-
tos. Además de estas precauciones, es muy reco-
mendable mantener las muestras refrigeradas antes
y después del secado. Un caso especialmente delica-
do en cuanto a la preservación de muestras sólidas lo
constituyen los precipitados solubles, normalmente
sulfatados, que suelen formarse en ambientes ricos
en sulfuros por evaporación de aguas ácidas (ej.
melanterita, FeSO4·7H2O, rozenita, FeSO4·4H2O, szo-
molnokita, FeSO4·H2O, epsomita, MgSO4·7H2O, hexa-
hidrita, MgSO4·6H2O, etc.). Muchas de estas fases
minerales se diferencian entre sí únicamente por el
número de moléculas de agua que presentan, por lo
que su recogida, preservación y estudio debe reali-
zarse teniendo en cuenta la posibilidad de que el
grado de hidratación de los precipitados recogidos
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varíe en función de las condiciones ambientales y del
procesado recibido (Hammarstrom et al., 2005). La
mayor parte de estudios indican que el almacena-
miento de este tipo de muestras se realiza en bolsas
de plástico selladas, en recipientes herméticos a la
misma temperatura que el lugar de recogida
(Jamieson et al., 2005; Hammarstrom et al., 2005) o
bien manteniendo los precipitados inmersos en acei-
te mineral (Nordstrom et al., 2000) o en la propia agua
de precipitación (Frau, 2000). Más recomendaciones
sobre la preservación de muestras se pueden encon-
trar en Waller (1992).
Técnicas y métodos de estudio habituales usados en
muestras de precipitados mineros y otros sólidos 
Las pruebas más habituales destinadas a caracterizar
los sólidos y precipitados mineros se muestran a
modo de resumen en la Tabla 1 y se detallan a conti-
nuación. 
La distribución de tamaños de partículas es una de
las propiedades que más determina el comporta-
miento físico y químico de los minerales presentes en
entornos ricos en sulfuros, condicionando los tama-
ños de poros y su distribución, las propiedades
hidráulicas, la reactividad química y la superficie
expuesta. Por ese motivo, es necesario tener especial
cuidado en asegurar que la muestra sobre la que se
realizan las distintas pruebas de laboratorio presenta
la misma distribución granulométrica que el material
de campo, para lo que suelen realizarse granulome-
trías por tamizado, dispersión láser u otras técnicas
(Tabla 1). Debido a la frecuente presencia, en muchos
de los sólidos presentes en estos ambientes, de fases
solubles en agua, es conveniente evitar el uso de ésta
en los tratamientos de disgregación de las muestras
sustituyéndola, por ejemplo, por etanol u otros disol-
ventes no polares. Otras de las pruebas más habitua-
les y útiles en la caracterización de los sólidos y pre-
cipitados son aquellas destinadas a identificar y
cuantificar las fases minerales que los componen.
Como se muestra en la Tabla 1, dicho estudio mine-
ralógico suele realizarse mediante la identificación
por microscopía petrográfica usando probetas puli-
das o láminas delgadas preparadas a partir del sólido
estudiado (ej. Blowes y Jambor, 1990; Gunsinger et
al., 2006) o bien mediante Difracción de Rayos X (DRX
o XRD, en sus siglas inglesas) usando muestras en
polvo (ej. Bigham et al., 1996; Acero et al., 2006,
2007a; Asta et al., 2010a). Es importante tener en
cuenta que la preparación de las muestras para su
identificación mineral por estas técnicas (molido,
secado, tamizado) puede inducir cambios en las mis-
mas debido, fundamentalmente, a variaciones en el
grado de hidratación de algunas fases minerales (ej.
muchos sulfatos solubles) o a la exposición de nue-
vas superficies a la acción oxidante del oxígeno.
En ocasiones, especialmente cuando para el tipo
de estudio realizado resultan de interés fases minera-
les difíciles de detectar por estos métodos debido a
su baja cristalinidad (ej. schwertmannita,
Fe8O8SO4(OH)6, ferrihidrita, Fe5OH8·4H2O, etc) o a su
escasez en la muestra, se pueden utilizar métodos
más complejos, como la denominada Difracción de
Rayos X Diferencial (DXRD; Diferential X-ray
Difraction, en nomenclatura inglesa). La DXRD con-
siste en la identificación de dichas fases de difícil
detección mediante la comparación entre los diagra-
mas de difracción de rayos X realizados a partir de
una misma muestra antes y después de un ataque
químico especialmente destinado a eliminarlos,
como por ejemplo: una extracción selectiva (ver los
trabajos de Dold, 2003a,b y de Caraballo et al., 2009).
En algunos casos, especialmente en los estudios
centrados en la formación de precipitados asociados
a aguas ácidas, puede ser de interés caracterizar de
forma precisa el color de éstos mediante la carta de
color de Munsell (ej. Gagliano et al., 2004), o median-
te medidas de reflectancia difusa obtenidas usando
un espectrofotómetro UV-VIS equipado con esfera
integradora. El color es una propiedad muy condicio-
nada por las variaciones de estructura, tamaño de
partícula, y composición de los óxidos, oxihidróxidos
y oxihidróxisulfatos férricos presentes en estos
ambientes (Cornell y Schwertmann, 2006).
La determinación de la superficie específica de los
sólidos asociados a aguas ácidas es otra de las prue-
bas realizadas con mayor frecuencia, ya que esta pro-
piedad es de gran relevancia para la velocidad de oxi-
dación y disolución y para las reacciones de
adsorción, entre otros procesos. Además, en el caso
de muchos óxidos, oxihidróxidos y oxihidróxisulfatos
de baja cristalinidad formados en estos ambientes, la
superficie específica es una propiedad que puede
ayudar a la identificación de dichas fases minerales
(Bigham et al., 1996). Existen diversas técnicas para
medir la superficie específica (Tabla 1), cada una con
sus ventajas e inconvenientes (White y Peterson,
1990; Tester et al., 1994; Lüttge et al., 1999; White y
Brantley, 2003), entre las que destacan la medida por
isotermas de adsorción de gases basada en el méto-
do BET (Brunauer et al., 1938) y la medida del área
geométrica calculada a partir del tamaño de partícula
(Tester et al., 1994).
Aparte de la medida de la superficie específica y
de las determinaciones mineralógicas, existe un
amplio abanico de técnicas destinadas a caracterizar
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las propiedades de estos sólidos (Tabla 1). Dentro de
estas técnicas, los métodos de microscopía son
comúnmente empleados y tienen por finalidad la
determinación de la micro-topografía de la superficie
de la muestra. Entre estas técnicas están la microsco-
pía electrónica de barrido y la de transmisión, la
microscopía de efecto túnel y la de fuerza atómica
(denominadas respectivamente SEM, TEM, STM y
AFM, en sus siglas inglesas). De todas ellas, proba-
blemente la técnica más ampliamente utilizada sea la
microscopía electrónica de barrido, ya que requiere
muy poca manipulación previa de las muestras, es
rápida y de coste económico relativamente reducido.
Como ventaja adicional, la SEM es fácilmente confi-
gurable con diversos detectores tales como los de
electrones retrodispersados (BSE, en siglas inglesas)
o los espectrómetros de energías dispersivas de
rayos X (EDS, en siglas inglesas), entre otras, que
pueden aportar información sobre la composición de
la zona superficial de las muestras sólidas estudiadas.
Otro grupo de técnicas frecuentemente empleadas
en el estudio de sólidos asociados a aguas ácidas y
residuos mineros con sulfuros son aquellas que per-
miten la determinación de la estructura atómica y
molecular superficial, como la espectroscopía de
estructura fina por absorción de rayos-X (X-ray
Absorption Fine-Structure, XAFS), o las ya menciona-
das AFM, STM y TEM. La composición química super-
ficial de los sólidos puede ser determinada a partir
del uso de espectroscopía de fotoelectrones de rayos
X (X-ray Photoelectron Spectroscopy, XPS),  espec-
troscopía de electrones Auger (Auger Electron
Spectroscopy, AES), microsonda electrónica de barri-
do (Electron Micro ProbeAnalysis, EPMA) y la espec-
trometría por fluorescencia de rayos X (X-ray
Fluorescence, XRF). Otra técnica comúnmente emple-
ada en estudios asociados a ambientes mineros es la
espectroscopía Raman, que proporciona información
química y estructural del material a estudiar. En gene-
ral, a excepción de la espectroscopia Raman, que se
basa en el examen de la luz dispersada por un mate-
rial al incidir sobre él un haz monocromático, estas
técnicas se fundamentan en la interpretación del
comportamiento de la muestra estudiada al ser bom-
bardeada por un haz de rayos-X. Así por ejemplo,
algunas técnicas analizan las energías de los electro-
nes emitidos por la muestra (como XPS o AES), la
energía de los rayos-X emitidos por la muestra
(espectrometría por fluorescencia de rayos X) o bien
el espectro de energías absorbidas por la muestra
(técnicas XAFS). Una descripción de los fundamentos
físicos de muchas de estas técnicas, entre otras, y de
su uso aplicado a los residuos mineros puede encon-
trarse en Weisener (2003) y en Subías y Bauluz (2008).
Aunque no está centrado en los residuos mineros, se
recomienda consultar el trabajo de Hochella (1990).
Entre los métodos más novedosos para el estudio de
la estructura atómica y molecular de este y otros
muchos tipos de muestras, se encuentra el uso de los
aceleradores de partículas (radiación sincrotrón). El
empleo de la radiación sincrotrón es una importante
herramienta microanalítica que permite la determina-
ción de elementos que se encuentran en muy bajas
concentraciones (traza) y/o se tiene poca cantidad de
muestra o se quiere realizar el estudio en regiones
muy localizadas. Por tanto, ha sido ampliamente
empleada para el análisis de µXRD, µXRF y
XAFS/µXAFS de sólidos asociados a aguas y residuos
mineros (Foster et al., 1998; Paktunc et al.; 2003, Asta
et al., 2010a).
Además de las metodologías citadas anteriormen-
te, como la EPMA o XRF, en los estudios geoquímicos
de este tipo de sistemas es muy frecuente la determi-
nación de la composición química de los precipitados
mediante el empleo de los métodos de ataque o
digestión total. Estos métodos consisten en poner los
elementos composicionales de la muestra en solu-
ción líquida o en forma de perla vítrea de forma que
puedan ser analizados. Los métodos de digestión en
fase húmeda más utilizados (Price, 2009) son el ata-
que con agua regia (HF+HNO3) y el ataque con HF,
HNO3, HCl y HClO4 combinados (ej. Dold y Fontboté,
2002). Todos ellos disuelven por completo sulfuros,
sulfatos, óxidos y carbonatos y el uso de uno u otro
dependerá de las características de la muestra y de
criterios analíticos (posibles interferencias, límites de
detección deseados, etc.). En muestras con propor-
ciones apreciables de silicatos, puede ser necesario
emplear técnicas complementarias de digestión ya
que el uso de HF puede conducir a la volatilización del
Si solubilizado en la muestra y, por tanto, a la subes-
timación de sus concentraciones. Por ello, si el estu-
dio requiere del conocimiento de las concentraciones
de Si conviene contrastar estos resultados con los
obtenidos mediante otra técnica, por ejemplo, con los
de análisis de fluorescencia de rayos X. Además de
los métodos de ataque total en fase húmeda, es muy
habitual el uso de la digestión en fase sólida median-
te fusión con borato de litio a alta temperatura (en
torno a 1000°C, Price, 2009), que permite crear una
perla vítrea fácilmente analizable por fluorescencia de
rayos X o mediante su puesta en solución por ataque
ácido (ej. Courtin-Nomade et al., 2005). Las desventa-
jas de la fusión con borato de litio residen en su
inadecuación para muestras con contenidos altos de
sulfuros (> 5%, aprox.), la obtención de peores límites
de detección que los obtenidos con los métodos de
digestión por vía húmeda y la posible pérdida de sus-
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tancias volatilizables a alta temperatura (ej. CO2, sus-
tancias orgánicas, agua asociada a los minerales, etc)
que, a veces, son de interés en el estudio a realizar.
En algunos casos, resulta de interés cuantificar la
proporción de cada componente químico que se aso-
cia a una fase mineral o un precipitado, para lo que se
suelen realizar extracciones selectivas. Éstas consis-
ten en someter a las muestras sólidas a ataques quí-
micos destinados únicamente a solubilizar un deter-
minado tipo de minerales y analizar el extracto
procedente del ataque. Frecuentemente, las muestras
son sometidas a extracciones selectivas de agresivi-
dad creciente (extracciones secuenciales) de forma
que, en cada etapa de ataque químico, se van extra-
yendo fases minerales progresivamente más resis-
tentes. En general, para los sólidos asociados a minas
de sulfuros, se suelen realizar ataques selectivos
secuenciales en el siguiente orden de aplicación: (1)
fases solubles en agua, (2) fases adsorbidas e inter-
cambiables, (3) fases carbonatadas, (4) óxidos, oxihi-
dróxidos y oxihidroxisulfatos de baja cristalinidad,
sobre todo de Fe y Mn, (5) óxidos, oxihidróxidos y
oxihidroxisulfatos cristalinos, sobre todo de Fe y Mn,
(6) fases orgánicas y sulfuros y (7) fase residual, en la
que se incluyen los minerales no atacados en las eta-
pas previas (ej. silicatos). Algunos ejemplos de proto-
colos de extracciones secuenciales específicamente
aplicados al estudio de precipitados y otros sólidos
de estos ambientes ricos en sulfuros pueden encon-
trarse en Dold (2003 a y b), Acero et al. (2007a), Pérez-
López et al. (2008), y en sus referencias. Aunque las
extracciones secuenciales proporcionan información
muy valiosa y son ampliamente empleadas, debe
tenerse en cuenta sus limitaciones como la posible
falta de selectividad de los reactivos empleados y la
potencial re-adsorción y redistribución de los metales
durante el tratamiento de la muestra (Bermond y
Yousfi, 1997; Gómez-Ariza et al., 2000). Algunas de
estas limitaciones se solucionan con el empleo, cuan-
do es posible, de técnicas espectroscópicas, tales
como la espectroscopía de absorción de rayos X (X-
ray Absorption Spectroscopy, XAS) (Asta et al.,
2010a). 
Otra medida común en el estudio de balsas de
lodos mineros o suelos contaminados por minería es
la determinación del pH en pasta saturada (Dold y
Fontboté, 2001, 2002; Dold y Spagenberg, 2005) con
la que se intenta reproducir las condiciones espera-
bles en el agua de poro durante la infiltración de agua
de escorrentía (Price, 2009). Para realizar esta deter-
minación, se introduce el electrodo combinado en
una pasta homogénea preparada con una proporción
aproximada de 2:1 de agua destilada y de la fracción
de muestra sólida con tamaños de grano < 250
micras, respectivamente, aunque la proporción exac-
ta de agua depende de cada muestra (Page et al.,
1982). 
Existen también algunas pruebas destinadas espe-
cíficamente a valorar el comportamiento de un resi-
duo minero u otro material en relación con su capaci-
dad para generar o neutralizar acidez en diversas
condiciones, entre los que destacan la determinación
del potencial de neutralización (NP, Neutralisation
Potential) y la contabilidad Ácido/Base (ABA, Acid
Base Accounting). Para obtener más detalles sobre el
uso de estas pruebas, se puede consultar el texto de
White et al. (1999), así como la Tabla 1 y las referen-
cias proporcionadas en la misma.
Como ya se explicó previamente, todas estas téc-
nicas y metodologías y otras no tratadas en este tra-
bajo, se combinan para caracterizar la evolución
espacial y temporal de sistemas de aguas ácidas y
residuos mineros con sulfuros, en los denominados
test cinéticos. 
Recogida, procesado y conservación de muestras de
agua y gases 
En el caso de muestras de agua de ambientes ricos en
sulfuros, las técnicas analíticas no difieren sustancial-
mente de las empleadas en otros tipos de estudios
hidrogeoquímicos, por lo que este apartado se cen-
trará únicamente en los detalles relacionados con las
medidas, la recogida de muestras, su procesado en
campo y su preservación hasta el análisis, que son
los aspectos en los que existen más dificultades y
particularidades. Entre los numerosos textos disponi-
bles sobre técnicas de análisis, se recomiendan el
texto ya clásico de Skoog et al. (2001) y el manual del
USGS (2008).
Al igual que para la toma de otros tipos de mues-
tras de agua, es aconsejable utilizar procedimientos
estándar para asegurar la representatividad y el con-
trol de calidad de las muestras. Se recomienda reali-
zar in situ en el sistema estudiado el mayor número
de medidas y determinaciones analíticas posibles.
Así se evita parte de la manipulación de la muestra y
se previenen posibles alteraciones debidas a la expo-
sición a condiciones diferentes de las de su ambiente
natural. 
El tipo de muestreo de aguas más sencillo consis-
te en la simple recogida de un volumen dado en un
curso de agua superficial (un río, arroyo, manantial,
etc.), un lago minero u otro tipo de reservorio. Para
cualquiera de estos tipos de muestreo existe una
amplia gama de procedimientos que van desde el
muestreo a mano en un recipiente abierto por un solo
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Figura 1. Medida de pH in situ (a), recogida de muestras en lagos (b), muestreador tipo Van Dom (c y d) y muestreador tipo Kemmerer
(e), celda de flujo (f), lisímetro de succión (g), muestreo empleando resina de intercambio iónico (h)
Figure 1. a) in situ pH measurement; b) sampling from lakes; c and d) Van Dom sampler and Kemmerer sampler; e) flow cell; f) suction
lysimetre; g) sampling using ion-exchange resin
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punto hasta los muestreos integrados, en los que nor-
malmente la muestra final está constituida por la
suma de varios volúmenes tomados a lo largo de una
transversal al cauce o de una línea vertical, frecuente-
mente ponderados en función del caudal en cada
punto de muestreo. En el caso concreto de lagos
mineros u otros reservorios similares, puede ser
necesario tomar muestras a distintas profundidades y
desde distintos puntos de la superficie de los mis-
mos, para lo cual en ocasiones se usan barcas o lan-
chas (Figura 1b) y muestreadores con sistema de
cerrado hermético automático (tipo Van Dom o
Kemmerer, ver Figura 1 c, d, e) o incluso sistemas de
bombeo. Además, las medidas de parámetros hidro-
geoquímicos deberían realizarse siempre que sea
posible sin alterar las condiciones originales de la
muestra para lo que pueden usarse sondas multipa-
ramétricas sumergibles (ej. Regenspurg et al., 2004).
Una excelente guía de uso, calibración y manteni-
miento general de este tipo de sondas puede encon-
trarse en el capítulo 6 del manual del USGS (2008).
Para la toma de muestras en pozos u otros con-
ductos subterráneos afectando a la zona saturada,
puede ser necesario utilizar equipos de bombeo y
conducción del agua desde la profundidad a la que
ésta se encuentra hasta la superficie. Idealmente, la
muestra de agua debería ser tomada tras una medida
del nivel del agua en el pozo o conducto y una purga,
a caudal controlado, del agua que pudiera estar
estancada en el pozo y no ser representativa de las
condiciones en el acuífero estudiado. Para ello, antes
de tomar las muestras para análisis se deberían
monitorizar, siempre que sea posible, las variaciones
en los parámetros hidrogeoquímicos del agua bom-
beada (pH, Eh, oxígeno disuelto, turbidez, conductivi-
dad eléctrica y temperatura) hasta su completa esta-
bilización mediante una celda de flujo (Figura 1f) u
otro equipo similar que evite el contacto con la
atmósfera (ej. Dold et al., 2005; Gunsinger et al.,
2006). Además, la medida de estos y otros paráme-
tros que pudieran ser de interés se debería realizar
antes, durante y después de la toma de muestras
para poder evaluar la variabilidad y representatividad
de las mismas. 
En ocasiones, para muestrear las aguas de poro de
la zona saturada de balsas de residuos mineros se
suelen utilizar lisímetros que, en esencia, son reci-
pientes enterrados entre los lodos mineros que reco-
gen el agua que se infiltra por gravedad a la profun-
didad a la que están instalados. Cuando se desea
tomar muestras de las aguas de poro de la zona no
saturada, se suelen emplear los lisímetros de succión
(Figura 1g), que consisten en un recipiente cerrado
con un extremo poroso que se entierra en el material
de la balsa y se llena del agua de poro de la misma
mediante la aplicación de vacío. Otra opción, en el
caso de lodos mineros extremadamente secos en los
que el agua de poro no se puede extraer por succión,
son los sistemas de presión en muestras de lodo
extraídas de la profundidad deseada mediante son-
deos (Patterson et al., 1978; Acero et al., 2007a), en
ocasiones con la ayuda de líquidos inmiscibles que, al
ser forzados a introducirse a presión en los poros del
material, desplazan el agua de poros y permiten su
recogida (ej. Blowes y Jambor, 1990; Blowes et al.,
1991; Dold et al., 2005; Gunsinger et al., 2006). A
veces se pueden extraer pequeñas cantidades de
agua de poro de lodos mineros u otros precipitados
por centrifugación (ej. Jamieson et al., 2005; Gagliano
et al., 2004). 
Es importante considerar qué tipo de recipiente es
el más adecuado para la muestra que se pretende
recoger. Los recipientes metálicos pueden contami-
nar la muestra y algunos tipos de plásticos pueden
retirar elementos de la solución al quedar adsorbidos
o precipitados en sus paredes. En general para aguas
de mina, se utilizan recipientes de polietileno
(Nordstrom et al., 2000; Frau, 2000), de PTFE (Courtin-
Nomade et al., 2005) u otros plásticos, frecuentemen-
te prelavados con ácido (Bigham et al., 1996), para
muestras destinadas a análisis de los elementos
disueltos mayores, menores y traza. Las muestras
destinadas a otros tipos de análisis pueden requerir el
uso de otros recipientes (botellas de vidrio, viales al
vacío, recipientes metálicos, etc.). Para obtener más
información sobre la selección del recipiente más
adecuado y otros aspectos relacionados, puede con-
sultarse además el manual de EPA (2007).
Además de realizar la recogida de las determina-
ciones analíticas de laboratorio de las muestras, exis-
ten una serie de medidas paramétricas que deberían
realizarse siempre en condiciones de campo. En sis-
temas de aguas de mina se recomienda realizar medi-
das in situ del pH (Figura 1a), la temperatura, el
potencial de oxidación-reducción, la conductividad
eléctrica, el oxígeno disuelto y la turbidez
(Lottemoser, 2003 y referencias en este texto, USGS,
2008). En aquellos casos en que el pH medido sea
superior a 4,5, es también necesario determinar la
alcalinidad y, en algunos casos, también la acidez. El
significado de todos estos parámetros se detalla de
forma resumida en la Tabla 2 y las precauciones a
tener en cuenta durante su medida e interpretación se
encuentran exhaustivamente tratadas en el capítulo 6
del texto del manual del USGS (2008).
Como recomendación general para todos los equi-
pos de medida, pero en especial para las sondas de
medida de pH, oxígeno disuelto y conductividad, es
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de gran importancia realizar una calibración de los
mismos previamente a su uso, siguiendo las instruc-
ciones proporcionadas por los fabricantes de cada
equipo y utilizando soluciones tampón o patrón lo
más similares posible a las muestras a estudiar. A
veces, la elevadísima salinidad y acidez de algunas
aguas de mina obliga a adaptar los procedimientos
de medida (ej. del pH), diseñados para otros rangos
de condiciones hidrogeoquímicas (Nordstrom et al.,
2000). En aquellos casos en los que la exactitud y pre-
cisión deseada para las medidas a realizar no sea
muy elevada, algunos parámetros de las aguas pue-
den determinarse mediante tiras indicadoras (ej. pH)
o mediante kits colorimétricos (ej. oxígeno disuelto,
alcalinidad, etc.).
Una vez tomadas las muestras de aguas de
ambientes ricos en sulfuros, gran parte de los proble-
mas asociados a la preservación y análisis derivan de
sus altas concentraciones de hierro. La oxidación del
hierro disuelto, especialmente en presencia de activi-
dad microbiana, puede tener un gran impacto sobre
las características hidrogeoquímicas de las muestras
de aguas ácidas de mina, ya que el Fe(III) puede oxi-
dar otras especies disueltas como el As (McCleskey et
al., 2003; Bednar et al., 2002, 2005). Además, el Fe(III)
puede precipitar con facilidad, alterando el pH de la
solución y la concentración de Fe, sulfato y otros ele-
mentos disueltos, que tienden a coprecipitar o adsor-
berse en los óxihidróxidos y oxihidroxisulfatos férri-
cos (Bigham et al., 1994; Nordstrom, 2003;
Lottermoser, 2003). Para evitar la presencia de micro-
organismos en las muestras acuosas es extremada-
mente importante filtrarlas inmediatamente tras su
recogida a través de luz de malla de 0,45 micras o,
preferiblemente, de 0,1 micras (Nordstrom, 2003) y,
evidentemente, el filtro empleado debe ser desecha-
Tabla 2. Principales parámetros geoquímicos a controlar en la mayor parte de estudios de aguas ácidas de mina (Lottermoser, 2003)
Table 2. Principal geochemical parameters to be monitored in studies into acidic waters associated with mining (Lottermoser, 2003)
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do en cada punto de muestreo. Además de evitar la
presencia de microorganismos, el uso de un filtro de
0.1 micras permite eliminar la mayor parte de las par-
tículas en suspensión y coloidales (Kennedy et al.,
1974; Gimeno, 1999), que podrían sufrir procesos de
disolución, precipitación y adsorción, alterando tam-
bién las características de la muestra acuosa original.
En ocasiones, puede ser interesante conservar los fil-
tros empleados en cada punto para hacer precisa-
mente un estudio del material particulado (emplean-
do, por ejemplo, cualquiera de los métodos
expuestos en este mismo trabajo en el apartado
sobre el estudio de muestras sólidas) o, incluso,
hacer un estudio comparado de los contenidos de
determinados elementos en muestras filtradas y sin
filtrar para caracterizar el papel desempeñado por
este material en el transporte de elementos en el sis-
tema acuoso de interés. Otra particularidad de
muchas aguas de mina, pero en especial de las aguas
de poro de lodos mineros y sobre todo de las que se
encuentran en la zona no saturada o han sufrido eva-
poración, es la elevada salinidad de las mismas. En
este tipo de aguas muy concentradas es conveniente
en muchos casos realizar diluciones en el campo tras
el filtrado para favorecer su estabilidad y evitar la
aparición de precipitados que podrían comprometer
su representatividad (ej. Nordstrom et al., 2000).
Una vez obtenida una alícuota filtrada de cada
muestra de agua, es también muy importante asegu-
rar su estabilidad, para lo cual se suele añadir a la
misma una cierta cantidad de ácido (ej. ácido nítrico,
HNO3, clorhídrico, HCl, sulfúrico, H2SO4, ascórbico,
C6H8O6, etc) u otras sustancias (ej. HgCl2 para inhibir el
desarrollo bacteriano o EDTA para minimizar la oxi-
dación y precipitación del Fe). En la elección del esta-
bilizante a emplear, hay que tener en cuenta no sólo
el efecto deseado sino también los posibles proble-
mas analíticos que éste pueda producir, ya sea por-
que altere la distribución de especies de interés en
solución o porque de lugar a interferencias u otros
problemas en la técnica de análisis escogida (ej. el Cl
añadido con el HCl puede interferir la señal del As en
determinación de éste último por ICP). En cualquier
caso, la acidificación o estabilización de la muestra
debe ser realizada inmediatamente tras el filtrado. Es
común, para la estabilización de la muestra, el
empleo de resinas de intercambio iónico para la eli-
minación de especies que puedan provocar interfe-
rencias en los análisis, o bien, alterar el estado origi-
nal de la muestra (por ej. provocar la oxidación de
As(III); McCleskey et al., 2003; Oliveira et al., 2006;
Figura 1h).
Además del filtrado de la muestra y su estabiliza-
ción, en general es muy importante evitar en lo posi-
ble la entrada de aire o la desgasificación de la mues-
tra (por ejemplo, en muestras ricas en CO2) con el uso
de recipientes adecuados que deben ser rellenados
por completo intentando minimizar en lo posible la
presencia de burbujas de aire. También es importan-
te realizar el análisis de la muestra en el tiempo más
corto posible desde su recogida e incluso, si es posi-
ble, realizar las determinaciones analíticas en el
campo en el momento de la toma de muestras. Para
las determinaciones analíticas que obliguen a trasla-
dar las muestras al laboratorio, éstas deben mante-
nerse refrigeradas a temperaturas inferiores a 4°C
desde la recogida hasta el análisis e incluso en la
oscuridad (McCleskey et al., 2004; Sarmiento et al.,
2005; Oliveira et al., 2006).
Una de las determinaciones habituales es el análi-
sis de la especiación del Fe, para lo cual se toma una
submuestra filtrada de agua a la que se añade ácido
clorhídrico (HCl) hasta conseguir un pH<2, lo que
ralentiza al máximo la velocidad de oxidación del
Fe(II) a Fe(III) (Singer y Stumm, 1970). La muestra así
tratada puede ser almacenada en la oscuridad y refri-
gerada (por debajo de 4°C) hasta 6 meses sin que la
distribución de especies de hierro se altere significa-
tivamente (To et al., 1999). El análisis de Fe(II)/Fe(III)
suele realizarse a partir de dicha muestra por colori-
metría y posiblemente el método más empleado es el
de la ferroceína, detallado originalmente en los traba-
jos de Stookey (1970) y To et al. (1999) y modificado
en ocasiones para adaptarlo a distintos tipos de
muestras concretas. Por ejemplo, se emplea la modi-
ficación propuesta por Herrera et al. (1989) en mues-
tras cuya proporción de Fe(II)/Fe(III) es muy pequeña,
como en los estudios de oxidación de Fe(II) de siste-
mas bacterianos donde el contenido de Fe(II) puede
llegar a ser sólo el 1%. 
El muestreo de gases es frecuente en los estudios
centrados en caracterizar la evolución de las balsas
de lodos mineros, ya que la evolución de estos siste-
mas está muy determinada por la disponibilidad de
oxígeno. Además, la detección de concentraciones
anormalmente altas de otros gases, como el CO2 o el
H2S, son muy indicativas de la existencia de determi-
nados procesos (ej. actividad bacteriana generadora
de CO2, disolución no oxidativa de sulfuros y genera-
dora de H2S, etc), por lo que es frecuente su monito-
rización. Habitualmente las medidas de concentracio-
nes de gases se realizan directamente en campo con
equipos portátiles para evitar las dificultades asocia-
das al transporte y conservación de las muestras.
Dichas medidas se suelen realizar acoplando los equi-
pos de análisis a una bomba que extrae el gas a tra-
vés de un cilindro de material inerte (acero inoxida-
ble, por ejemplo) que se introduce en el residuo
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minero hasta la profundidad deseada (Blowes et al.,
1991, Elberling et al., 2000, Gunsinger et al., 2006) o
extrayendo las muestras de gas de la profundidad
deseada mediante una jeringa u otro instrumento
similar a botellas selladas de vidrio que posterior-
mente son trasladadas al laboratorio para su análisis
por cromatografía de gases u otra técnica equivalen-
te (Blowes y Jambor, 1990, Elberling et al., 2000, Dold
et al., 2005, Alakangas et al., 2010). 
Muestreo y estudio de muestras microbiológicas. 
Recogida de muestras y conservación
En la recogida de muestras para análisis microbioló-
gicos se siguen los procedimientos generales para
muestreo (agua y sólidos), pero teniendo especial
cuidado en evitar la contaminación con bacterias
alóctonas al sistema. Todo el material que va a estar
en contacto con la muestra debe esterilizarse previa-
mente mediante autoclave y deben seguirse procedi-
mientos asépticos para la toma y manipulación de las
muestras. Los envases ideales para la recogida de
muestras son recipientes de vidrio con tapón de rosca
que cierren herméticamente y que hayan sido previa-
mente esterilizados en autoclave. Asimismo, pueden
usarse recipientes esterilizados de polipropileno o
teflón o botes de plástico de un solo uso para recogi-
da de orina. También existen en el mercado bolsas de
polietileno preesterilizadas (ej. bolsas Whirl-Pak®).
Las muestras deben ser procesadas lo más rápida-
mente posible y preservadas hasta su uso en condicio-
nes idóneas para que no se produzcan cambios en las
poblaciones microbiológicas. El volumen/tamaño de
muestra y la forma de almacenamiento dependen del
propósito del estudio y de los métodos de estudio que
se vayan a aplicar. En general, las muestras deben ser
guardadas en frío. En ocasiones las muestras se guar-
dan en atmósfera anóxica (N2, CO2) para preservar los
microorganismos anaeróbicos. En tal caso, pueden
usarse sobres generadores de atmósfera anóxica (ej.
sobres GasPak) o cámaras de anaerobiosis. En el caso
de determinaciones de biodiversidad mediante técni-
cas moleculares independientes de cultivo, las mues-
tras deben guardarse congeladas a -20°C para la pos-
terior extracción de ADN. El número de bacterias en
suspensión en muestras de agua subterránea o de
aguas ácidas normalmente es muy bajo y, por tanto, la
muestra debe filtrarse para concentrar la biomasa.
Excelentes guías sobre muestreo y manipulación de
muestras microbiológicas pueden encontrarse en el
texto de Atlas y Bartha (2002), en el de Pepper et al.
(2008) o en el manual publicado por el USGS (1989).
Técnicas y métodos de estudio
Existen numerosos textos sobre metodologías micro-
biológicas aplicadas a muestras ambientales, como
por ejemplo Grigorova y Norris (1990), Atlas y Bartha
(2002) o Hurst et al. (2002). 
Para el recuento de bacterias totales se usa
comúnmente la observación mediante el microscopio
de fluorescencia de muestras teñidas con diferentes
colorantes fluorocromos como el DAPI y el naranja de
acridina (Kepner y Pratt, 1994). A veces también se
emplean sondas génicas fluorescentes para la identi-
ficación y recuento de poblaciones microbianas espe-
cíficas. Para la determinación del número de células
fisiológicamente activas (con membranas celulares
intactas) y de células muertas (con membranas daña-
das) se suele utilizar la pareja de colorantes diacetato
de fluoresceína y yoduro de propidio. Existen kits
comerciales para hacer determinaciones de viabili-
dad (ej. kit LIVE/DEAD® BacLightTM). 
Los estudios clásicos de diversidad microbiana se
basan en el aislamiento de microorganismos median-
te técnicas dependientes de cultivo, como el cultivo en
placa o la técnica del número más probable (MPN,
most probable number) (Cochran, 1950) y consisten
en el cultivo de la muestra en un medio específico
adecuado para que determinadas bacterias proliferen
(por ejemplo: Kirby et al., 1999; Dold y Fontboté, 2001;
Johnson et al., 2005) para enumerar bacterias sulfo- o
ferro-oxidantes acidófilas en aguas ácidas de mina. El
principal inconveniente de estas metodologías es que
sólo se aísla una pequeña proporción de los compo-
nentes existentes en la comunidad microbiana, (entre
0.001 y 1%, Torsvik et al., 2002). La caracterización de
la diversidad de una comunidad bacteriana también
puede realizarse mediante metodologías indepen-
dientes de cultivo que se basan en el estudio directo
de la muestra a diferentes niveles (Amann et al., 1995).
Entre las técnicas moleculares más usadas se encuen-
tra el análisis de ácidos grasos de los fosfolípidos de
membrana (PLFA), la PCR acoplada a electroforesis en
geles con gradiente desnaturalizante químico o térmi-
co (DGGE o TGGE, respectivamente) o a polimorfis-
mos de la longitud del fragmento terminal de restric-
ción (T-RFLP), y las técnicas de hibridación in situ
(FISH). Para ampliar más información sobre protoco-
los de muestreo, manipulación y tratamiento de las
muestras se puede consultar el trabajo de González-
Toril et al. (2006). Para conocer casos del uso de técni-
cas de hibridación fluorescente in situ para la deter-
minación de la diversidad microbiana en ambientes
de drenaje ácido de minas se pueden ver los trabajos
de Schrenk et al. (1998), Edwards et al. (1999a,b), Bond
et al. (2000) y Bond y Banfield (2001). 
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En cuanto a los métodos microscópicos, además
de las técnicas mencionadas en las secciones ante-
riores, también se utilizan la microscopía de epifluo-
rescencia (EPM) y la microscopía láser confocal de
barrido (CLSM). Las muestras pueden fijarse para
preservar las estructuras celulares, normalmente
mediante el uso de diferentes agentes químicos,
como etanol, formaldehído, glutaraldehído o ácido
acético. También es habitual realizar pruebas meta-
bólicas para determinar el nivel de actividad metabó-
lica de la comunidad microbiana del sistema de estu-
dio, como por ejemplo, medidas de la oxidación de
Fe(II) en muestras ambientales procedentes de
ambientes ácidos con sulfuros (ej. Suzuki et al., 1990;
Dold y Fontboté, 2001)
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